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Kratice in okrajšave 
 
 FID ... plamensko ionizacijski detektor  
 GC ... plinska kromatografija 
 KLK ... konjugirana linolna kislina 
 LOD ... meja zaznave 
 LOQ ... meja določitve 
 MEMK ... metilni ester maščobne kisline 
 MK ... maščobna kislina 
 MNMK ... mononenasičena maščobna kislina 
 PNMK ... polinenasičena maščobna kislina 






Določanje maščobnih kislin v pekovskih izdelkih s plinsko kromatografijo 
Povzetek: Namen mojega diplomskega dela je bil določanje celokupne vsebnosti 
maščobnih kislin v pekovskih izdelkih s slovenskega in srbskega tržišča ter ugotavljanje 
vsebnosti trans-maščobnih kislin. Na slovenskem trgu je najvišja dovoljena vsebnost 
trans-maščobnih kislin na 2 g na 100 g celokupnih maščob. Primerjala sem ekstrakcijo 
maščobe z Weibull-Stoldt-ovo metodo in metodo z uporabo MAK174 pribora. Delež 
ekstrahirane maščobe pri Weibull-Stoldt-ovi metodi je okoli 25 % (m/m), pri uporabi 
MAK174 pribora pa povprečno 10 % (m/m). Vzorce sem analizirala s plinsko 
kromatografijo s plamensko-ionizacijskim detektorjem. Priprava ekstrakta za GC-FID 
analizo vključuje derivatizacijo ekstrahirane maščobe iz vzorca v hlapne metilne estre 
maščobnih kislin. Analiza je potekala na močno polarni koloni HP-88, kjer so se metilni 
estri maščobnih kislin ločili glede na dolžino verige, nenasičenost, cis/trans 
izomerizacijo in pozicijo dvojne vezi. Spojine v vzorcih sem identificirala glede na 
retencijske čase pri predhodno optimizirani kromatografski metodi, ki omogoča 
ustrezno ločbo C18:2 in C18:3 maščobnih kislin. Kvantitativna določitev, ki vključuje 
tudi pripravo vzorca, ima visoko ponovljivost. 
Ključne besede: plinska kromatografija, maščobne kisline, metilni estri, pekovski 
izdelki 
 
Determination of fatty acids in bakery products by gas chromatography 
Abstract: The aim of this thesis is the determination of total fatty acid content in 
bakery products from Slovenian and Serbian market and quantification of trans-fatty 
acids. The maximum amount of trans-fatty acids on Slovenian market is 2g per 100 g of 
total fat content. Two fat extraction methods were compared: Weibull-Stoldt method 
and extraction by MAK174 kit. The Weibull-Stoldt method gives approximately  
25 % (m/m), while MAK174 kit only allows extracting 10 % (m/m) on average. The 
samples were analysed by gas chromatography with flame-ionization detector. Extract 
preparation for GC-FID analysis includes derivatization of extracted fat from a sample 
to volatile methyl esters of fatty acids. The analysis was performed on a highly polar 
HP-88 column, which allows separation of fatty acid methyl esters according to the 
length of chain, unsaturation, cis/trans isomerization and the double bond position. 
Compounds in the samples were identified based on retention times acquired with a 
previously optimized chromatographic method, which allows a better separation of 
C18:2 and C18:3 fatty acids.  Quantitative determination, which includes sample 
preparation as well, has a great repeatability. 
Keywords: gas chromatography, fatty acids, methyl esters, bakery products
 
 
1. Uvod in namen dela 
 
Maščobe so pomemben sestavni del človekove prehrane, saj imajo pomembno biološko 
vlogo, hkrati pa organizmu zagotavljajo energijo. Viri maščob so rastlinska in živalska 
olja in masti. V preteklosti so bile v prehrambni industriji pogosto v uporabi predelane 
maščobe z visokim deležem trans-maščobnih kislin, katerim je bila kasneje dokazana 
povezava z obolenji srca in ožilja [1]. V ta namen je Evropska unija izdala uredbe, ki bi 
nadzirale vsebnost trans-maščobnih kislin v prehranskih izdelkih, ki se znajdejo na 
tržišču tega ozemlja. Ena takih je Uredba 1925/2006, ki omejuje vsebnost  
trans-maščobnih kislin, ki niso naravno prisotne v maščobi živalskega izvora, temveč le 
v maščobah rastlinskega izvora, na 2 g na 100 g celokupnih maščob v posameznih 
živilih.  
V svoji diplomski nalogi sem se osredotočila predvsem na sladke in slane pekovske 
izdelke s slovenskega ter srbskega tržišča. Skladnost z uredbo sem preverjala s tehniko 
plinske kromatografije s plamensko-ionizacijsko detekcijo (FID). Pred določanjem 
trans-maščobnih kislin v živilih je bila potrebna ekstrakcija maščobe iz vzorcev, pri 
čemer sem primerjala dve metodi. Sledila je derivatizacija maščobnih kislin v metilne 
estre (MEMK) in nato optimizacija kromatografskih pogojev za razvoj primerne 
kromatografske metode, ki bi zadovoljivo razločevala med nasičenimi ter nenasičenimi 
cis- in trans izomeri metilnih estrov maščobnih kislin z različnim številom dvojnih vezi. 
Zaradi velike strukturne podobnosti med različnimi maščobnimi kislinami je popolno 
razlikovanje med njimi zelo težavno, zavisi pa tudi od polarnosti kolone. Za 
optimizacijo kromatografskih pogojev sem uporabila mešanico 46 MEMK, v kateri sem 
v najboljšem primeru videla največ 45 kromatografskih vrhov od skupno 46 vrhov, saj 
pogosto pride do koelucije več spojin. Po določitvi ustreznih kromatografskih pogojev 
je sledila analiza pripravljenih vzorcev, računalniška obdelava podatkov ter določitev 






2. Teoretični del 
2.1. Lipidi in maščobne kisline 
 
Lipidi je splošno ime za spojine, netopne v vodi in topne v organskih topilih, kot so eter, 
kloroform, heksan, petroleter in alkoholi. Običajno gre za estre maščobnih kislin z 
alkoholom. Ločimo maščobe (estri MK z glicerolom ali triacil gliceridi), voske (estri 
MK z dolgoverižnimi alkoholi) ter kompleksne lipide, ki so gradniki celic (fosfolipidi, 
cerebrozidi, sfingolipidi). Med triacil gliceride spadajo masti, ki so pri sobni temperaturi 
trdne, ter olja, ki so tekoča zaradi prisotnosti nenasičenih in kratkoverižnih MK. Triacil 
gliceridi so močno hidrofobni, mono- in diacil gliceridi pa imajo tako hidrofoben kot 
hidrofilen del molekule [1, 2]. 
Topnost lipidov je odvisna od dolžine verige maščobne kisline in posledično njene 
nepolarnosti. Kratkoverižne MK (od C1 do C4) se zelo dobro topne v vodi, saj imajo 
kratek nepolaren del molekule, netopne pa so v organskih topilih. Nasprotno so 
dolgoverižne MK zelo dobro topne v organskih topilih in netopne v vodi [1, 2]. 
Maščobne kisline se lahko pojavljajo v vezani ali prosti obliki. Proste maščobne kisline 
(PMK) so monokarboksilne. Lahko so nasičene (NMK) ali nenasičene - imajo eno ali 
največ šest dvojnih vezi in tako ločimo mononenasičene (MNMK) in polinenasičene 
maščobne kisline (PNMK). Naravna rastlinska olja imajo cis-izomerijo dvojnih vezi, pri 
živalskih maščobah pa se v nizkih deležih pojavljajo tudi trans-izomeri. Označevanje 
pozicije dvojne vezi je možno od karboksilnega (α) ali metilnega konca  
(ω ali n) maščobne kisline (Slika 1). V prehrani so pomembne ω-3, ω-6 in ω-9 
nenasičene maščobne kisline. V živilih se običajno pojavljajo nerazvejane nasičene MK 
s sodim številom ogljikovih atomov. Pogosteje od konjugiranih dvojnih vezi najdemo 
maščobne kisline, ki imajo med dvojnimi vezmi metilensko skupino. Olja in masti 
običajno sestojijo iz triacil gliceridov, ki so pravzaprav glicerol, trikrat zaestren z 
različnimi ali enakimi maščobnimi kislinami (Slika 2) [1, 2]. 
 
 
Slika 1: Stearidonska kislina kot primer proste nenasičene maščobne kisline z 18 







Slika 2: Triacil glicerid s palmitinsko (C15:0), oleinsko (C18:1 cis-9) in alfa-linolensko 
kislino (C18:3 cis 9, 12, 15) [4] 
Cis-dvojna vez močno vpliva na obliko molekule v primerjavi z nasičeno obliko MK, 
trans-dvojna vez pa na obliko in posledično na tališče vpliva le malo (Slika 3).  
Trans-maščobne kisline se lahko pojavijo naravno, vendar so običajno stranski produkt 
hidrogeniranja olj v proizvodnji margarin. Konjugirane linolne kisline (KLK) so 
maščobne kisline z naravno prisotnimi trans-dvojnimi vezmi. Vsaj ena od dveh dvojnih 
vezi ima trans izomerijo. KLK so stranski produkti hidrogeniranja polinenasičenih MK 
z mikroorganizmi v prebavilih prežvekovalcev [1, 2, 5]. 
 
Slika 3: Vpliv cis/trans izomerizacije na obliko molekule [6] 
Maščobno-kislinska sestava lipidov je odvisna od izvora, torej živalskega ali 
rastlinskega, nanjo pa vpliva tudi živalska krma in pogoji rasti pri rastlinah. Mlečna 
maščoba pri prežvekovalcih vsebuje veliko kratkoverižnih MK, ki se tvorijo med 
anaerobno fermentacijo ogljikovih hidratov (celuloze) z mikroorganizmi v vampu. Prav 
tako tvorijo razvejane MK, ki so lahko izo- ali anteizo-izomeri [1]. Pri prežvekovalcih 
so najpogostejše mononenasičene MK s 16-18 ogljikovimi atomi. Od C18:1 izomer je 
najpogostejša vakcenska kislina (C18:1n11c) [7]. 
Maščobne kisline so pomemben del prehrane, saj pokrivajo energijske potrebe, so 





so pomembne za delovanje možganov. Po drugi strani so nasičene MK eden od 
dejavnikov za razvoj ateroskleroze in srčnih obolenj. Polinenasičene ω-3 maščobne 
kisline, ki se nahajajo pretežno v ribah, znižujejo tveganje za srčno-žilne bolezni.  
Trans-maščobne kisline vplivajo na nivo holesterola v krvi; zvišujejo nivo LDL 
holesterola in znižujejo nivo HDL holesterola [1, 7, 8]. 
2.1.1. Hidrogeniranje in trans-izomerizacija maščobnih kislin 
 
Naravna rastlinska olja z nenasičenimi maščobnimi kislinami so običajno v cis obliki. 
Trans-maščobne kisline v hrani prihajajo iz treh glavnih virov: biohidrogeniranje v 
telesih prežvekovalcev, nepopolno hidrogeniranje pri industrijski pretvorbi tekočih olj v 
margarino ter izpostavljenost visokim temperaturam med procesom deodorizacije ali 
cvrtjem. Cilj industrijskega hidrogeniranja je pretvoriti tekoče olje v trdno obliko, ki 
ima višje tališče zaradi večje stopnje nasičenosti (Slika 4). Na ta način se izboljša 
tekstura in obstojnost maščob [7]. Hidrogeniranje nenasičenih maščobnih kislin poteka 
na ogljikovodikovi verigi v prisotnosti vodika in katalizatorja (običajno nikelj). 
Redukcija poteka pod visokim tlakom in pri povišani temperaturi. Najreaktivnejše so 
dvojne vezi, ki so najbolj oddaljene od estrske vezi v triacil gliceridu ali so na najbolj 
nenasičenem maščobno-kislinskem ostanku. Tako dobimo maščobne kisline z manj 
dvojnimi vezmi, ne pa popolnoma nasičene maščobne kisline. Izomerizacija iz cis- v 
trans-izomer poteče pri ekstremnih pogojih hidrogeniranja, kljub temu, da je trans-
izomer termodinamsko stabilnejši od cis-izomera [1]. Pri industrijsko hidrogeniranih 
rastlinskih oljih so najpogosteje zastopane elaidinska (C18:1n9t), izooleinska 
(C18:1n10t) ter vakcenska kislina (C18:1n11t) [7]. 
 








Pogoj za GC analizo je hlapen vzorec. Ker same maščobne kisline niso dovolj hlapne, 
povečamo hlapnost tako, da acilne lipide (triacil gliceridi in fosfolipidi) in proste 
maščobne kisline zaestrimo v metilne estre maščobnih kislin (MEMK), kot prikazuje 
Slika 5. Zmesi lipidov dodamo metanol, ki v tvori estrsko vez s karboksilnim koncem 
maščobne kisline. Metoksid, ki se tvori v mešanici NaOH/MeOH ali KOH/MeOH, 
dobro reagira z acilnimi lipidi, kot so trigliceridi ali fosfolipidi, ne pa tudi s prostimi 
maščobnimi kislinami (PMK). Kisli reagenti, kot so HCl ali BF3 v MeOH, pa dobro 
reagirajo s PMK in počasneje z acilnimi lipidi. Z zaporednim dodatkom obeh reagentov 
lahko poteče metilacija PMK, acilnih lipidov in fosfolipidov. Korak, ki vključuje 
dodatek baze , je direktna transmetilacija in ne hidroliza acilnih skupin [2,8, 10]. 
 
Slika 5: Esterifikacija triacil glicerida in proste maščobne kisline [11] 
 
2.2. Osnove plinske kromatografije 
 
Za ugotavljanje maščobno-kislinske sestave in stopnje nenasičenosti maščobnih kislin 
danes uporabljamo tehniko plinske kromatografije, ki je nadomestila tudi določanje 
jodovega števila kot merilo nenasičenosti [2]. Plinska kromatografija (ang. Gas 
Chromatography, GC) je fizikalno-kemijska separacijska metoda, ki temelji na 
porazdeljevanju plinastih komponent med plinasto mobilno fazo, ki teče s konstantnim 
ali spremenljivim pretokom, in stacionarno fazo. Ta je običajno tekoča (GLC), redkeje 
trdna (GSC). Pogoj za GC analizo je, da je vzorec plinast. Za slabše hlapne komponente 
uporabljamo HPLC, TLC ali pa spojine derivatiziramo v hlapne spojine [2, 12, 13]. 
Plinska kromatografija omogoča hitro kvantitativno analizo z visoko učinkovitostjo, 
občutljivostjo in ločljivostjo. Zaradi relativno visokih temperatur v koloni ni primerna 





določitev zaradi koeluiranja spojin. Za identifikacijo vrhov je potrebna sklopitev z 
masnim spektrometrom, spektroskopskimi tehnikami ali uporaba eksternega standarda v 
kombinaciji z občutljivim detektorjem (plamensko-ionizacijski, detektor na zajetje 
elektronov, detektor na termično prevodnost) [12, 13]. 
 
Slika 6: Plinski kromatograf in njegove glavne komponente [14] 
Slika 6 shematsko prikazuje delovanje plinskega kromatografa. Vzorec ročno ali z 
avtomatskim vzorčevalnikom nanesemo v ogret injektor. Tu se vzorec upari in se z 
inertnim plinom (helij, dušik, vodik) prenese v kolono. Kromatografska kolona je 
običajno kapilarna kolona s tanko plastjo stacionarne faze. Porazdelitev komponent med 
obe fazi temelji na hlapnosti in topnosti v stacionarni fazi pri dani temperaturi. Analiti 
se ločujejo glede na relativni parni tlak in afiniteto do stacionarne faze zaradi polarnosti. 
Komponente z manjšo afiniteto do stacionarne faze, potujejo hitreje kot komponente, ki 
so bolje topne v stacionarni fazi. Analiti zapuščajo kolono pri določenem retencijskem 
času, tR, ki je vsota časa zadrževanja na stacionarni fazi in mrtvega časa, tM, ki ga analit 
potrebuje, da prepotuje celo kolono skupaj z mobilno fazo. Ko analiti zapuščajo kolono, 
potujejo direktno na detektor, ta pa generira odziv. Signal se prenese v podatkovni 
sistem, ki poda kromatogram kot poročilo analize. Običajno ta sistem avtomatsko 
integrira ploščino vrha in izračuna druge parametre [12, 13, 15]. 
2.2.1. Nosilni plin 
 
Namen nosilnega plina  je prenos vzorca skozi kolono do detektorja. To je torej mobilna 
faza in je inertna - kemijsko ne interagira z vzorcem. Poleg tega nosilni plin zagotavlja 
primerno matrico za detektor. Molska masa nosilnega plina vpliva na viskoznost in 
difuzijske koeficiente spojin v plinu, zato izberemo plin s čim nižjo molsko maso. Za 
FID detektor uporabljamo običajno helij ali dušik. Dušik zagotavlja boljšo občutljivost, 





čistost nosilnega plina, saj prisoten kisik lahko poškoduje stacionarno fazo v koloni. 
Reducirni ventil regulira hitrost pretoka in zagotavlja primeren tlak. Hitrost pretoka 
nosilnega plina mora biti konstanta, da zagotovimo ponovljivost retencijskih časov in 
minimalen šum [12, 15]. 
2.2.2. Injektor 
 
Injektor omogoča vnos vzorca v kromatografski sistem s tokom nosilnega plina. To je 
na 200-300 °C ogrevana steklena cevka, ki je na vhodni strani zaprta z gumijasto septo, 
izhod pa se nadaljuje v kromatografsko kolono. Tik pod septo teče v injektor nosilni 
plin. Po vbrizganju vzorca v injektor se vzorec upari, para pa potuje s tokom plina v 
kolono. Ker kapilarne kolone sprejmejo le zelo majhne volumne vzorca, uporabljamo 
povečini razdelilni ("split/splitless") način injiciranja, kjer lahko v razdelilnem ("split") 
načinu reguliramo delež vzorca, ki bo prišel v kolono [12, 15]. 
2.2.3. Kolona in separacija komponent vzorca 
 
Kolona, ki se nahaja v termostatirani pečici, je lahko polnjena ali kapilarna. Polnjene 
kolone s premerom nekaj milimetrov so napolnjene s prašnatim poroznim nosilcem, 
prepojenim s stacionarno fazo, vendar je zaradi premajhne dolžine (okoli 2 m) 
separacija precej slaba. Bolj priljubljene so kapilarne kolone z notranjim premerom  
0,1-0,5 mm in dolžino več deset metrov, ki so lahko kovinske ali iz kvarčnega stekla 
(ang. fused silica), ki so inertne. Kapilarna kolona nima polnila, temveč ima tanek film 
tekoče stacionarne faze kemijsko vezan na stenah steklene kapilare. Ker je kolona 
odprta, se toku dosti ne upira, zato so možne zelo dolge kolone (100 m). Te dolge 
kolone zagotavljajo zelo učinkovito separacijo kompleksnih vzorcev. V primerjavi s 
polnjenimi kolonami je kapilarna kolona zelo učinkovita (veliko število teoretskih 
podov), hitrejša, bolj inertna in bolje ločuje komponente kompleksnih vzorcev. Kolona 
mora biti ogrevana v termostatirani pečici, s čimer lahko kontrolirano spreminjamo 
temperaturo po vnaprej nastavljenem temperaturnem programu. Zaradi zelo nizkih 
koncentracij vzorca je potreben dovolj občutljiv detektor [2, 12, 15]. 
Separacija MEMK na GC je odvisna od parnega tlaka spojin, ki je temperaturno 
odvisen. Hitrost potovanja spojine raste s temperaturo, ker z njo raste tudi parni tlak 
spojine, zato se spojine manj časa zadržujejo v stacionarni fazi. Komponente z višjim 
parnim tlakom torej potujejo hitreje kot tiste z nižjim. Kadar so prisotne razlike v 
polarnosti med stacionarno fazo in analiti, se spojine ločujejo tudi glede na polarnost. 
Zaradi močnejših interakcij se bodo polarne spojine bolje raztapljale v polarni 
stacionarni fazi, manj polarni ali nepolarni analiti pa se bodo eluirali hitreje. Polarne 
spojine se bolje ločujejo na polarnih kolonah in obratno [2,12, 15]. 
Kemijsko in temperaturno odporne so kolone, izdelane na osnovi silikonov, npr. 





metilnih skupin zamenja s fenilnimi ali cianopropilnimi skupinami. Slabost močno 
polarnih faz je nižja temperaturna odpornost (do okoli 250 °C) in občutljivost na 
oksidacijo s kisikom [15]. 
Vrstni red elucije je odvisen od polarnosti stacionarne faze. Na nepolarnih stacionarnih 
fazah (100 % dimetil-polisiloksan ali 95 % dimetil-, 5 % difenil-polisiloksan), se 
MEMK ločijo glede na vrelišča oz. parni tlak. Tako je vrstni red elucije 18:3n-3 > 
18:2n-6 > 18:1n-9 > 18:0 > 20:0. Separacija trans-MEMK je najboljša s kar najbolj 
polarno možno stacionarno fazo, ki je na voljo. Kljub optimizaciji temperaturnega 
programa in izbiri kolone je ločba trans izomer iz delno hidrogeniranih rastlinskih olj 
nepopolna. Razlikovanje dosežemo s sklopitvijo GC-MS. Pri povečevanju polarnosti 
stacionarne faze (50 % cianopropilfenil-polisiloksan, 100 % biscianopropil-
polisiloksan) se vrstni red eluiranja spremeni zaradi vse močnejše interakcije  
π-elektronov v dvojnih vezeh s tekočo fazo (18:0 > 18:1n-9 > 18:2n-6 > 20:0 >  
18:3n-3). Z naraščanjem polarnosti stacionarne faze se povečuje vpliv dvojnih vezi na 
retencijski čas. Posledično trans-izomeri slabše interagirajo s tekočo stacionarno fazo 
kot cis-izomeri zaradi steričnih ovir, torej se trans-MEMK eluirajo pred cis-MEMK. 
Opazimo tudi, da se gama-linolenska kislina 18:3n6 eluira pred linolensko 18:3n3. 
Dvojne vezi so namreč bližje metilnemu koncu v 18:3n3 kot v18:3n6, zato lahko bolj 
efektivno interagirajo s tekočo fazo, kar se odraža v daljšem zadrževanju v koloni [2]. 
Kapilarna kolona HP-88 (Slika 7) proizvajalca Agilent Technologies se uporablja za 
namene separacije cis -in trans-izomer MEMK, ki imajo zelo podobne parne tlake. 
Število teoretskih podov je zelo visoko (več kot 300 000). V primerjavi s podobnimi 
kolonami ima povečano termično stabilnost (do 250/260 °C), ohranja pa elucijski red 
cis/trans MEMK. Stacionarna faza iz polisiloksanske osnove je močno polarna, saj 
vsebuje 88-90 % cioanopropila in manjši delež arilnih skupin, ki povečajo termično 
stabilnost kolone [16, 17]. 
 
Slika 7: Struktura stacionarne faze kolone HP-88: (88 %-cianopropil)aril-polisiloksan, 
narisana s programom ChemDraw [16] 
Učinkovitost kromatografske kolone podajajo trije parametri: število teoretskih podov 





(Enačba 1) je odvisna od retencijskega časa (tr), širine vrha na bazni liniji (wb) ali širine 
vrha na polovični višini (wh) ali standardnega odklona (σ). Večji N pomeni večjo 
učinkovitost kolone [12]. 
   
  
 
      
  
  
        
  
  
   
Enačba 1: Število teoretskih podov 
Višina teoretskega poda, H oz. višina, ekvivalentna enemu teoretskemu podu (HETP) je 





Enačba 2: Višina teoretskega poda 
Ločljivost ali resolucija (R) opisuje stopnjo ločbe dveh sosednih vrhov (Enačba 3). 
Odvisna je od razdalje med maksimumi sosednjih vrhov (d) in širine vrhov A in B na 
bazni liniji (wb). Za popolno separacijo mora biti R > 1,5 [12]. 
   
  
           
 
Enačba 3: Ločljivost (resolucija) kromatografske separacije 
Oblika idealnega kromatografskega vrha je oblika normalne ali Gaussove porazdelitve, 
torej je vrh simetričen. Nesimetrični vrhovi so posledica neželene interakcije med 
spojinami in stacionarno fazo, previsoke koncentracije vzorca, poškodovane kolone ali 
napake pri injiciranju. Širjenje kromatografskih vrhov v kapilarnih kolonah je posledica 
prepočasnega masnega prenosa, kar opisuje Golay-eva enačba (Enačba 4). Višina 
teoretskega poda v kapilarni koloni je odvisna od povprečne hitrosti mobilne faze ( ), 
od masnega prenosa v stacionarno fazo (Cs), od masnega prenosa v mobilni fazi (Cm) ter 
parametra      , kjer je Dg difuzijski koeficient za topljenec v nosilnem plinu [12]. 
   
 
 
          






2.2.4. Plamensko-ionizacijski detektor 
 
Za ugotavljanje prisotnosti spojine v nosilnem plinu potrebujemo detektor. Detektorji 
pri GC analizi lahko merijo koncentracijo analita (detektor na termično prevodnost - 
TCD, detektor na zajetje elektronov - ECD), drugi pa absolutno količino analita, kot 
recimo plamensko-ionizacijski detektor (FID). Pri slednjem detektorju (Slika 8) se 
analit, ki z nosilnim plinom pride iz kolone, zmeša z vodikom. Ta zmes potuje skozi 
šobo, kjer zgori v toku sintetičnega zraka. Pri tem se tvorijo prosti elektroni ter ioni 
analita, ki potujejo v močnem električnem polju med šobo in kaminom nad plamenom. 
Detektor to zazna kot električni tok, ki se meri v pikoamperih. Signal detektorja je 
proporcionalen količini analita oz. njegovi vsebnosti ogljika, zato je možna 
kvantitativna analiza. Odziv detektorja je sorazmeren številu ionov, ki nastanejo pri 
gorenju spojine, posledično dajo velike molekule močnejši signal. Za korekcijo 
rezultatov moramo določiti faktorje odzivnosti. Ionizacijski detektorji morajo biti dovolj 
ogreti, da ne pride do kondenzacije vzorca ali vode ali stranskih produktov med 
procesom ionizacije. Posledica je lahko izguba spojine ali širjenje vrhov. Za plamensko-
ionizacijski detektor je najnižja delovna temperatura 125 °C, a običajno obratuje pri  
250 °C [12, 15]. 
FID detekcija je priljubljena zaradi zelo nizkih mej zaznave (10
-11
 g), širokega 
linearnega območja (10
6
) in stabilnega signala, ki se le malo spreminja s pretokom in 
temperaturo. Uporaba FID-a pride v poštev, ko imamo na voljo standarde za spojine,  
ki jih določamo [12]. 
 






3. Eksperimentalni del 
 
Eksperimentalni del diplomske naloge sem opravljala pod delovnim mentorstvom  
doc. dr. Zlatke Bajc v laboratorijih Inštituta za varno hrano, krmo in okolje Veterinarske 




 Standardna raztopina mešanice 37 metilnih estrov maščobnih kislin v 
diklorometanu (proizvajalec: Supelco), CRM47885 
 Standardna raztopina mešanice 4 metilnih estrov cis/trans izomerov linolejske 
kisline v diklorometanu (proizvajalec: Supelco), CRM47791 
 Standardna raztopina mešanice 8 metilnih estrov cis/trans izomerov linolenske 
kisline v diklorometanu (proizvajalec: Supelco), CRM47792 
 Standardna raztopina metilnega estra cis-11-oktadekaenojske kisline v heptanu 
(proizvajalec Supelco) 
 Standardna raztopina cis/trans MEMK v diklorometanu - Cis/trans FAME 
Column Performance Mix (proizvajalec: Sigma-Aldrich) 
 Heksan za GC (proizvajalec: Merck) 
Ekstrakcija in esterifikacija 
 Klorovodikova kislina (HCl) 37%, p.a. (proizvajalec: Carlo Erba) 
 Petroleter, p.a., frakcija 40/60 °C (proizvajalec: Merck) 
 Metanol  (MeOH) (proizvajalec: J. T. Baker) 
 Kalijev hidroksid (KOH), p.a. (proizvajalec: Merck) 
3.2. Aparature in pripomočki 
 
 Plinski kromatograf Agilent Technologies HP 6890 Series s FID detektorjem 
 Avtomatski vzorčevalnik HP 7683 Series 
 Analitska kolona HP-88, dimenzije 100 m × 0,25 mm × 0,2 μm  
(proizvajalec: Agilent Technologies) 
 Računalniški program za obdelavo kromatogramov: Agilent ChemStation, razvil 
Hewlett-Packard ChemStation System 
 Računalniški program za obdelavo podatkov: Microsoft Excel 
 Avtomatska pipeta, 100-5000 μL, (proizvajalec: Picus) 
 Avtomatska pipeta, 50 μL, (proizvajalec: Eppendorf) 
 Nastavki za avtomatske pipete (proizvajalec: Picus in Eppendorf) 





 Analitska tehtnica, PB303-S, Δm = 1 mg(proizvajalec: Mettler Toledo GmbH) 
 Analitska tehtnica , WPS3100/C2, Δm = 01 mg (proizvajalec: Radwag) 
 Pribor za ekstrakcijo maščob MAK174 (proizvajalec: Sigma-Aldrich), ki 
vključuje ekstrakcijsko topilo (kloroform, metanol), vodni pufer in injekcijsko 
brizgo z vgrajenim filtrom.  
 Aparatura za Soxhletovo ekstrakcijo, Büchi B-811  
 Termični blok za sušenje z dušikom (proizvajalec: Leibisch) 
 Vorteks stresalnik, Vibromix 10 (proizvajalec: Tehtnica) 
 Vodna kopel (70 ±5 °C), (proizvajalec Kambič) 
 Steklovina (bučke, čaše, urna stekla, liji, steklene palčke, erlenmajerice, 
plastične kapalke in ostali potrošni material) 
 Električni kuhalnik (proizvajalec: Rommelsbacher) 
 Naguban filtrirni papir 389F (proizvajalec: Sartorius) 
 Staničevina 
 Sušilnik (proizvajalec: Kambič) 
 Eksikator 
 Steklene oz. plastične centrifugirke  z navojem in zamaškom, 15 mL 






3.3. Priprava raztopin  
 
Priprava standardnih raztopin metilnih estrov maščobnih kislin: 
Za preverjanje odzivnosti sem standardne raztopine MEMK razredčila v heksanu v 
razmerju 1:1. 
Za razvoj kromatografske metode sem v pripravila mešanico enakih deležev standardnih 
raztopin, razredčeno v heksanu. Vsebovala je standardno raztopino 37 MEMK, 
mešanico 4 metilnih estrov cis/trans izomerov linolejske kisline ter mešanico 8 metilnih 
estrov cis/trans izomerov linolenske kisline. 
Priprava reagentov za ekstrakcijo po Weibull-Stoldt-ovi metodi in za esterifikacijo 
maščobnih kislin 
 4 M raztopina HCl: 100 mL 37 % raztopine HCl sem razredčila z 200 mL 
deionizirane vode. 
 2 M raztopina KOH v metanolu: V čašo sem natehtala 11,2 g trdnega KOH in ga 
raztopila v nekaj mililitrih metanola. Raztopino sem kvantitativno prenesla v 
100 mL bučko in dopolnila do oznake. 
 1 M raztopina HCl: v 100 mL bučko sem odpipetirala 8,33 mL 37% HCl in 
dopolnila do oznake z deionizirano vodo. 
3.4. Priprava vzorcev 
 
Vzorce slanih in sladkih prigrizkov sem, v kolikor so vsebovali več vlage oziroma 
maščobe, homogenizirala z električnim mlinom, bolj suhe vzorce pa sem strla v 
terilnici. Homogene vzorce sem prenesla v označene plastične posodice ter jih shranila 
v zamrzovalniku. Preden prehranske vzorce analiziramo, je potrebno iz njih ekstrahirati 
maščobo. Primerjala sem dve različni metodi za ekstrakcijo in sicer ekstrakcijo z 
ekstrakcijskim priborom MAK174 proizvajalca Sigma Aldrich in ekstrakcijo po 
Weibull-Stoldt-ovi metodi.  
3.5. Ekstrakcija maščobe iz vzorcev 
3.5.1. Ekstrakcija z ekstrakcijskim priborom MAK174, Sigma-Aldrich 
 
V plastične centrifugirke sem natehtala 1 g homogeniziranega vzorca na ± 0,01 g 
natančno in dodala 3 mL ekstrakcijskega topila, ki ga pribor vsebuje (kloroform, 
metanol). Zamašeno centrifugirko sem postavila na vrtičnik za 30 s, nato pa dodala  
0,5 mL vodnega pufra ter ponovno postavila na vrtičnik. Vsebino centrifugirke sem 
prelila v injekcijsko brizgo s filtrirnim nastavkom, na iztok pa podstavila novo zbiralno 
stekleno centrifugirko. Z batom sem potisnila vsebino skozi injekcijsko brizgo, tako da 





pa je zadržal filter. Sila na bat ni smela biti premočna, da ne bi potisnila vode preko 
filtra. Eluat prostih maščobnih kislin v kloroformu sem posušila pod tokom dušika na 
grelni plošči, nastavljeni na 40 °C. Tako pripravljena maščoba je bila pripravljena za 
esterifikacijo. 
3.5.2. Ekstrakcija po Weibull-Stoldt-ovi metodi 
 
V 400 mL čaše sem natehtala približno 5 g homogeniziranega vzorca na ± 0,001 g 
natančno, dolila 50 mL 4 M raztopine HCl in pokrila z urnim steklom. Čaše sem 
postavila na kuhalnik, da je vsebina vrela 1 h pri zmerni jakosti. Pri tem je potekla 
kislinska hidroliza vzorca. Ko je raztopina vzorca postala bistra in temnejše barve, je bil 
razklop končan. Raztopino po hidrolizi sem razredčila s 150 mL vroče deionizirane 
vode in jo prefiltrirala skozi naguban filtrirni papir 389F, ki je zadržal maščobo. Ves 
steklen pribor, ki sem ga potrebovala pri hidrolizi vzorca (urno steklo, stekleno palčko, 
čašo, lij) sem obrisala s staničevino, nato pa vanjo zavila filtrirni papir in vse skupaj 
postavila na urno steklo. Slednje sem postavila za 1 uro v sušilnik na 103 °C. Po 
končanem sušenju sem filtrirne papirje s staničevino prenesla v avtomatizirano 
aparaturo za Soxhletovo ekstrakcijo (Büchi). Za ekstrakcijo maščobe iz filtrov sem 
uporabila petroleter. Ekstrakcija je potekala 1 h in 20 min. Ekstrahirana maščoba se je 
zbirala v steklenih posodicah, ki sem jih po končani ekstrakciji pustila v digestoriju, da 
je ostanek petroletra izhlapel. 
3.6. Esterifikacija maščobnih kislin 
 
V 15 mL centrifugirko sem natehtala okoli 100 mg ekstrahirane maščobe (±1 mg), ki 
sem jo po potrebi pred tehtanjem stalila na vodni kopeli. V centrifugirko sem dodala  
2 mL heksana in jo postavila na vrtičnik, da se je maščoba popolnoma raztopila. 
Raztopini sem dodala 1 mL 2 M raztopine KOH v metanolu in ponovno stresala na 
vorteks stresalniku 30 s. Zamašene centrifugirke sem postavila na vodno kopel, ogreto 
na 70 °C ter jih po 5 min hitro ohladila v hladni vodi. Ko so se ohladile na sobno 
temperaturo, sem dodala 1,2 mL 1 M raztopine HCl, zamašene centrifugirke rahlo 
pretresla ter dodala še 1 mL heksana in ponovno pretresla. Počakala sem, da sta se fazi 
medsebojno ločili, nato pa zgornjo fazo, ki je vsebovala metilne estre maščobnih kislin, 
prenesla v viale za GC analizo. Viale sem do analize shranjevala v zamrzovalniku pri  
-18 °C. Če je bilo ekstrahirane maščobe manj kot 100 mg, kar se je pogosto zgodilo pri 
ekstrakciji z ekstrakcijskim priborom MAK174, sem analizo izvedla z vso ekstrahirano 






3.7. Razvoj kromatografske metode 
 
Za določitev maščobnih kislin sem uporabljala kapilarno kolono HP-88 Agilent 
Technologies, dolžine 100,0 m, s premerom 250 μm in debelino filma stacionarne faze 
0,20 μm. Pri optimizaciji pogojev sem spreminjala pretok nosilnega plina in 
temperaturni program (Tabela 1), medtem ko sledečih pogojev nisem spreminjala: 
Injektor: razdelilno (»split«) razmerje: 50:1, temperatura: 250 °C 
Volumen injiciranja vzorca: 1 μL 
Nosilni plin: helij 
Detektor: FID, temperatura: 260 °C, pretok vodika: 30 mL/min, pretok sintetičnega 
zraka: 400 mL/min, pretok »make up« plina - dušika: 25 mL/min 










Metoda 1  140 0 
Pretok He: 8 145 1 
1,4 mL/min 4 220 6 
 10 240 7 
  Celoten čas analize 35,38 
Metoda 2  140 0 
Pretok He: 8 145 1 
1,2 mL/min 4 220 8 
 10 240 5,5 
  Celoten čas analize 35,38 
Metoda 3  140 0 
Pretok He: 8 145 1 
1,4 mL/min 4 220 8 
 10 240 10 
  Celoten čas analize 40,38 
Metoda 4  140 0 
Pretok He: 8 145 1 
1,2 mL/min 4,5 220 8 
 10 240 5,5 





3.8. Kvalitativna in kvantitativna analiza 
 
Posamezen metilni ester MK sem identificirala na osnovi primerjave retencijskih časov 
MEMK v standardu in vzorcih. 
3.8.1. Računanje deležev maščobnih kislin 
 
Za določitev deležev posameznih maščobnih kislin v vzorcu s plamensko-ionizacijsko 
detekcijo uporabimo normalizacijo. Ploščine vseh kromatografskih vrhov posameznih 
MEMK seštejemo, nato pa pripišemo vsaki MK delež ploščine kot masni delež v 
vzorcu. Pri FID detekciji je masa maščobne kisline zgolj približno sorazmerna ploščini 
vrha na kromatogramu, zato upoštevamo še faktor pretvorbe, ki povezuje MK in 
MEMK ter korekcijski faktor za vsak MEMK, saj na FID odziv na MEMK vpliva tudi 
dolžina ogljikovodikove verige in nenasičenje.  
Določitev faktorjev odzivnosti: 
Pri enakih koncentracijah različnih MEMK v topilu dobimo različne ploščine 
kromatografskih vrhov, zato je potrebno najprej izračunati faktorje odzivnosti Rf 
posamičnim vrhom za MEMK (Enačba 5). Faktorje odzivnosti sem določila na podlagi 
dobljenih kromatogramov standardnih raztopin MEMK iz točke 3.1 z znanimi utežnimi 
odstotki posameznega MEMK v standardni mešanici. 
   
     
     
 
     
    
  
mi ... masa posameznega MEMK v standardni raztopini 
Σm ... vsota mas vseh MEMK v standardni raztopini 
Ai ... ploščina kromatografskega vrha posameznega MEMK 
ΣA ... vsota ploščin kromatografskih vrhov vseh MEMK 
 
Enačba 5: Faktor odzivnosti za posamezen MEMK 
Za tiste MEMK, ki so bili hkrati prisotni v več standardnih raztopinah, sem določila 
povprečje faktorjev odzivnosti iz več standardnih raztopin. 
Določitev faktorjev pretvorbe: 
Za izračun vsebnosti posameznih maščobnih kislin potrebujemo faktorje pretvorbe 
(FA), ki so razmerja relativnih molskih mas posamezne maščobne kisline (MKi) in 
relativnih molskih mas njihovih metilnih estrov (MEMKi) (Enačba 6). 
    
       
         
 





Izračun utežnega deleža maščobne kisline v ekstrahirani maščobi 
Utežni delež posamezne MK je delež glede na vse maščobne kisline, ki jih FID detektor 
zazna. Določimo ga s pomočjo ploščine posameznega kromatografskega vrha (Ai), 
faktorja odzivnosti (Rfi) in faktorja pretvorbe (FAi), kot navaja Enačba 7. 
            
          
             
       






4. Rezultati in razprava 
4.1. Optimizacija kromatografskih pogojev 
 
Z izbrano kolono sem hotela ločiti maščobne kisline, še posebej cis/trans izomere, 
hkrati pa je bilo pomembno, da čas analize ni predolg. Za optimizacijo kromatografskih 
pogojev (temperaturni program in pretok) sem uporabila mešanico treh standardnih 
raztopin iz točke 3.1: mešanico 37 MEMK, mešanico 4 metilnih estrov 
oktadekadienojske kisline ter mešanico 8 metilnih estrov oktradekatrienojske kisline. 
Tako sem dobila mešanico 46 MEMK, saj se trije MEMK pojavijo v več standardnih 
raztopinah. Najprej sem izvedla analizo pri začetnih pogojih (metoda 1 v Tabeli 1), ki so 
jo v laboratoriju razvili za določanje nasičenih maščobnih kislin v živilih. Ugotovila 
sem, da pri teh pogojih ne pride do popolne ločbe. Identificirala sem 44 vrhov od 
skupno 46. Prekrivajo se izomeri oktadekatrienojski kisline (C18:3). Z metodo 2 sem 
identificirala 45 vrhov. Povečanje pretoka helija z 1,2 mL/min na 1,4 mL/min je 
povzročilo, da sta se spojini C20:23 n-3 in C22:1 n-9 bolje ločili, vendar je prišlo do 
koelucije spojine C20:0 z enim od cis/trans izomerov C18:3. Zato sem ohranila pretok 
1,2 mL/min in povečala hitrost segrevanja med 145 °C in 220 °C s 4 °C/min na  
4,5 °C/min (metoda 4 v Tabeli 1). Vrhova spojin C20:3 n-3 in C22:1 n-9 sta se ponovno 
delno združila, prišlo pa je do ponovne separacije vrha C20:0, ki je bil bolje ločen kot 
pri metodi 2. Za analizo vzorcev sem izbrala metodo 4, ki najbolje loči med cis/trans 
izomeri, z njo pa sem identificirala 45 kromatografskih vrhov.  
4.2. Analiza standardnih raztopin MEMK 
 
Ko sem izbrala ustrezno metodo, sem preverila odzivnost detektorja z injiciranjem 
standardnih raztopin MEMK. V Tabelah 2, 3 in 4 so podani utežni deleži MEMK v 
standardni raztopini retencijski čas tR, delež ploščine (%), retencijski faktor Rfi in faktor 
pretvorbe FAi. 
Tabela 2: Odzivnost detektorja za standardno raztopino 37 MEMK, Supelco 







C4:0  4,00 8,53 2,50 1,60 0,863 
C6:0  4,00 8,90 3,01 1,33 0,892 
C8:0  4,00 9,55 3,41 1,17 0,911 
C10:0  4,00 10,64 3,65 1,09 0,925 
C11:0  1,99 11,39 1,88 1,06 0,930 
C12:0  4,00 12,3 3,89 1,03 0,935 
C13:0  2,00 13,3 1,96 1,02 0,939 
C14:0  4,00 14,4 3,99 1,00 0,942 
C14:1 c-9 2,00 15,4 1,99 1,00 0,942 












C15:1 c-10 1,99 16,6 2,04 0,976 0,945 
C16:0  5,99 16,9 6,20 0,967 0,948 
C16:1 c 9 2,00 17,7 2,04 0,984 0,948 
C17:0  2,00 18,1 2,04 0,984 0,951 
C17:1 c 10 1,99 19,0 2,09 0,957 0,950 
C18:0  4,00 19,4 4,20 0,953 0,953 
C18:1 n-9 t 9 1,99 20,0 2,07 0,964 0,953 
C18:1 n-9 c 9 4,00 20,3 4,19 0,954 0,953 
C18:2 n-6 t 9, t 12 2,00 20,9 2,03 0,990 0,952 
C18:2 n-6 c 9, c 12 2,00 21,5 2,12 0,944 0,952 
C20:0  4,00 22,2 4,31 0,928 0,957 
C18:3 n-6 c 6, 9, 12 2,00 22,5 2,07 0,971 0,952 
C18:3 n-3 c 9, 12, 15 2,00 23,1 2,07 0,971 0,952 
C20:1 c 11 2,00 23,2 2,10 0,953 0,957 
C21:0  1,99 23,7 2,17 0,919 0,959 
C20:2 c 11, 14 1,99 24,7 2,12 0,941 0,957 
C22:0  4,00 25,5 4,37 0,916 0,960 
C20:3 n-6 c 8, 11, 14 2,00 25,9 2,12 0,946 0,956 
C20:3 n-3 c 11, 14, 17 1,99 26,6 2,26 0,881 0,956 
C22:1 n-9 c 13 2,00 26,7 2,09 0,960 0,960 
C20:4 c 5, 8, 11, 14 2,00 26,8 2,14 0,936 0,956 
C23:0  1,99 27,3 2,20 0,905 0,962 
C22:2 n-6 c 13, 16 1,99 28,2 2,13 0,935 0,960 
C20:5 n-3 
c 5, 8, 11, 14, 
17 
2,00 28,7 2,09 0,958 0,956 
C24:0  4,00 28,9 4,43 0,904 0,963 
C24:1 n-9 c-9 1,99 30,0 2,11 0,947 0,963 
C22:6 n-3 
c 4, 7, 10, 13, 
16, 19 
2,00 33,3 1,90 1,05 0,959 
 
Tabela 3: Odzivnost detektorja za 4 izomere metilnih estrov oktadekadienojske kisline 
(C18:2) 
Cis/trans izomerija w [%] tr % ploščine Rf FAi 
trans-9, trans-12 
(linolelaidinska kislina) 
50,0 20,9 48,8 1,02 0,952 
cis-9, trans-12 20,0 21,2 21,1 0,949 0,952 
trans-9, cis-12 20,0 21,3 21,3 0,939 0,952 
cis-9, cis-12 (linolna 
kislina) 









tr % ploščine Rf FAi 
trans-9, trans-12,  
trans-15 30,0 21,9 33,03 0,908 0,952 
trans-9, trans-12,  
cis-15 15,0 22,3 14,6 1,02 0,952 
trans-9, cis-12,  
trans-15 15,0 22,4 15,3 0,982 0,952 
cis-9, trans-12,  
trans-15 15,0 22,5 13,1 1,14 0,952 
cis-9, cis-12,  
trans-15 7,00 22,6 7,24 0,967 0,952 
cis-9, trans-12,  
cis-15 7,00 22,8 6,60 1,06 0,952 
trans-9, cis-12,  
cis-15 7,00 22,9 6,42 1,09 0,952 
cis-9, cis-12, cis-15 
(linolenska kislina) 4,00 23,1 3,55 1,13 0,952 
 
Ujemanje retencijskih časov med različnimi mešanicami standardov (mešanice 37 
MEMK, cis/trans MEMK C18:2 in cis/trans MEMK C18:3) je potrebno za uspešno 
identifikacijo spojin v vzorcih. Na Sliki 9 je prikazano je kritično območje 
kromatograma, kjer je prihajalo do koelucije C18:3 n-6 z vrhovi C18:3. Pikčasta črta 
predstavlja izomere C18:2, črtkana C18:3, polna črta pa mešanico 37 MEMK. 
 
Slika 9: Prekriti kromatogrami po injiciranju standardnih raztopin cis/trans izomer 









tr % površine Fai 
C18:1n11c 100 20,5 100 0,953 
 
Uspešnost ločbe izomer C18:1 maščobne kisline (Tabela 6) sem preverila z analizo 
cis/trans mešanice standardov MEMK iz točke 3.1 (Cis/trans FAME Column 
Performance Mix). Na certifikatu ni točnega podatka, katere izomere C18:1 so v 
standardu prisotne. Krepko označeni MEMK v Tabeli 6 predstavljajo maščobne kisline, 
ki se pojavijo tudi v ostalih standardnih raztopinah iz točke 3.1. V kromatogramu  
(Slika 10) je signal elaidinske kisline (C18:1 c-9) največji, levo so C18:1 trans izomeri, 
desno pa C18:1 cis izomeri. V literaturi navajajo, da so v pekovskih izdelkih 
najpogostejše ravno C18:1 trans maščobne kisline [7]. Cis/trans izomeri C18:1 se 
eluirajo po zaporedju C18:1 t 6 < C18:1 t 11 < C18:1 c 6 < C18:1 c 9 < C18:1 c 11 [1]. 
Vmes se lahko pojavijo še drugi pozicijski izomeri, vendar so ti običajno v pekovskih 
izdelkih manj pogosti [7]. Za popolno identifikacijo vrhov na kromatogramih vzorcev bi 
bila potrebna uporaba standardov posameznega izomera ali sklopitev z masnim 
spektrometrom. 
Tabela 6: Retencijski časi pri mešanici cis/trans MEMK (Cis/trans FAME Column 




C18:1t 9 20,0 
C18:1 trans 2,09 
C18:1 trans 20,1 
C18:1 c 9 20,2 
C18:1 cis/trans 20,4 
C18:1 c 11 20,5 
C18:1 cis 20,6 
C18:2 c 9, 12 21,5 
C20:0 22,2 








Slika 10: Kromatogram po injiciranju raztopine mešanice cis/trans MEMK (Cis/trans 
FAME Column Performance Mix) 
 
4.3. Analiza vzorcev 
 
Tabeli 7 in 8 podajata utežne deleže nasičenih MK, mononenasičenih MK, 
polinenasičenih MK ter trans-MK v sladkih in slanih prigrizkih. Pri obdelavi podatkov 
sem identificirala tudi nekatere vrhove C18:1, za katere nisem imela standardov. Zanje 
sem upoštevala, da je Rf = 1. Pri obdelavi podatkov kromatografskih vrhov, katerih 
signal je bil manjši od 5 pA, nisem upoštevala. Pri enem od analiziranih vzorcev sem 
določila šum v območju, kjer ni bila zaznana nobena spojina in sicer med časom  
29,000 min in 31,600 min. Šum, šestkratnik standardnega odmika bazne linije, je znašal 
1,4453 pA, meja zaznave (LOD), ki je določena glede na razmerje signal/šum = 3:1, pa 
4,3359 pA. Kot spodnjo mejo zaznave sem izbrala 5,0000 pA, ki je naslednje celo 
število. Ker sem določala trans-maščobne kisline, katerih koncentracija je v vzorcih 
majhna, sem upoštevala vrhove nad mejo zaznave namesto vrhov nad mejo določitve 
(LOQ), ki je določena glede na razmerje signal/šum = 10:1. S tem sta seveda natančnost 
in točnost nižji [3]. Vzorci, ki so vsebovali maslo, kar je razvidno iz prisotnosti 
kratkoverižnih MK, so imeli vrhove izo in anteizo nasičenih MK, saj je znano, da jih 
tvorijo mikroorganizmi v prebavilih prežvekovalcev. Ker brez standarda ni možna 







Po metodi ekstrakcije z MAK174 sem analizirala 19 vzorcev (Tabeli 7 in 8). Med 
analiziranimi vzorci sem nato izbrala osem različnih in ponovila analizo le-teh, le da 
sem za ekstrakcijo maščobe iz vzorca izbrala Weibull-Stoldt-ovo metodo (Tabela 8). 
 
Tabela 7: Utežni deleži po ekstrakciji s priborom MAK174  
Vzorec NMK MNMK PNMK Trans-MK 
A 49,3 38,9 11,9 0,379 
B 56,4 35,9 7,56 0,385 
C 45,6 36,4 18,1 0,454 
D 9,05 81,0 9,89 0,178 
E 72,0 22,3 5,63 0,0859 
F 46,2 42,3 11,5 0,593 
G 47,7 34,5 17,7 0,343 
H 49,4 35,0 15,3 0,261 
I 72,5 23,0 4,53 0,124 
J 44,9 40,5 14,6 0,414 
K 56,9 30,3 12,2 0,584 
 
Pri ekstrakciji maščobe z ekstrakcijskim priborom MAK174 sem dobila okoli 0,1 g 
maščobe na 1,0 g zatehtanega vzorca, pri Weibull-Stoldt-ovi metodi pa so se deleži 
ekstrahirane maščobe gibali okoli 25 %. S kislinsko hidrolizo se namreč sprostijo tudi 
maščobne kisline iz kompleksnih lipidov ter take, ki so vezane na proteine in ogljikove 
hidrate. Izkoristek ekstrakcije nima posebne teže pri določanju maščobnih kislin, ki so 
prisotne v velikih deležih. Pri določanju maščobnih kislin z nizko vsebnostjo pa je 
primernejša Weibull-Stoldt-ova metoda zaradi večjega izkoristka ekstrakcije, kar je 
posebej pomembno za določanje trans- ter izo- in anteizo-maščobnih kislin. Weibull-
Stoldt-ova metoda je v primerjavi z ekstrakcijo z MAK174 priborom zahtevnejša, 






Tabela 8: Primerjava določenih utežnih deležev po Weibull-Stoldt-ovi ekstrakcijski 
metodi in ekstrakciji s priborom MAK174 
Vzorec Metoda ekstrakcije NMK MNMK PNMK Trans-MK 
1 
WS 57,2 32,5 9,97 0,738 
MAK174 56,9 31,8 10,6 0,840 
2 
WS 37,2 55,4 7,42 20,6 
MAK174 35,8 55,7 8,48 29,7 
3 
WS 55,7 36,0 7,28 0,306 
MAK174 56,4 35,9 7,56 0,385 
4 
WS 34,6 55,3 8,48 19,6 
MAK174 37,4 51,8  9,69 16,0  
5 
WS 70,1 26,1 3,70 0,264 
MAK174 69,7 26,1 3,92 0,418 
6 
WS 64,9 28,8 6,75 2,36 
MAK174 62,0 24,1 8,19 2,90 
7 
WS 11,4 57,4 30,7 0,160 
MAK174 9,93 51,6 38,5 2,18 
8 
WS 36,6 45,9 17,3 11,3 
MAK174 36,7 45,1 18,2 11,9 
 
Po obeh ekstrakcijskih metodah sem določila približno enake deleže posameznih skupin 
maščobnih kislin.  
Sliki 11 in 12 prikazujeta kromatograma po injiciranju raztopin vzorcev, ki glede na 
deklaracijo vsebujeta kakavovo, kokosovo in palmovo maščobo. Na tujem tržišču, kjer 
vsebnost trans-MK ni strogo regulirana, se pojavijo visoki deleži trans-MK posebno v 






Slika 11: Kromatogram po injiciranju raztopine vzorca napolitank s kokosovim oljem, 
mlečno maščobo in manj mastnim kakavom 
 
Slika 12: Kromatogram po injiciranju raztopine vzorca napolitank s kakavovo, 
kokosovo, palmovo in mlečno maščobo 
 
Slika 13: Kromatogram po injiciranju raztopine vzorca piškotov s srbskega tržišča s 





4.4. Ponovljivost določitve vsebnosti maščobnih kislin pri ekstrakciji 
maščobe z MAK174 priborom 
 
Zanimala me je ponovljivost določitve maščobno-kislinske sestave francoskega 
rogljička z ekstrakcijo z MAK174 priborom (Slika 14). Iz podatkov o ploščinah 
kromatografskih vrhov sem določila utežne deleže posameznih maščobnih kislin, pri 
čemer sem upoštevala tudi cis/trans C18:1 izomere. Analizo sem ponovila štirikrat in 
izračunala povprečje ter relativni standardni odklon utežnih deležev maščobnih kislin. 
Ponovljivost je prikazana v Tabeli 9. Svetlo siva polja ponazarjajo neznane spojine. 
 
Slika 14: Kromatogram po injiciranju raztopine vzorca maslenega francoskega rogljička 
Relativni standardni odklon se je za večino spojin gibal med 0,4 in 5,1 %. Določitev oz. 
integracija vrha butanojske kisline (C4:0) je bila zaradi prekrivanja vrha z vrhom topila 
težja, kar pojasnjuje RSD 43,8 %. Velik relativni standardni odklon sem določila tudi za 
spojino C18:3 n-6. Vsebnost le-te je v vzorcu v bližini LOD metode, zato je nismo 
zaznali pri vseh štirih ponovitvah, posledično je RSD 66,8 %. 
Svetlo sivo so prikazani neznani signali, temno sivo pa identificirane MK (Tabela 9).  
Tabela 9: Ponovljivost določitve utežnih deležev  za 4 paralelke analize francoskega 
rogljička 
MK  [%] SD [%] RSD [%] 
C4:0 0,36 0,16 43,8 
C6:0 0,32 0,02 5,10 
C8:0 0,25 0,01 3,27 
C10:0 0,59 0,02 2,70 
neznano 0,05 0,001 2,74 
C11:0    
C12:0 1,01 0,02 2,26 





MK  [%] SD [%] RSD [%] 
C14:0 3,20 0,07 2,03 
neznano 0,06 0,001 2,14 
neznano 0,11 0,003 2,59 
C14:1 0,22 0,005 2,12 
C15:0 0,27 0,003 0,97 
neznano 0,05 0,0009 1,74 
C15:1    
C16:0 44,61 0,99 2,21 
neznano 0,08 0,002 2,01 
neznano 0,06 0,0008 1,52 
C16:1 0,57 0,01 2,47 
neznano 0,03 0,0006 1,85 
C17:0 0,20 0,0008 0,40 
C17:1 0,06 0,001 2,35 
C18:0 6,15 0,10 1,62 
C18:1 t-9    
C18:1 cis/trans 0,46 0,01 1,50 
C18:1c-9 29,20 0,61 2,07 
C18:1 c-11 0,64 0,02 3,12 
C18:1 cis 0,04 0,001 2,33 
C18:1 cis 0,11 0,002 1,68 
C18:2 t-9, t-12 0,12 0,004 3,27 
neznano 0,05 0,002 3,94 
C18:2 c-9, t-12 0,13 0,003 2,60 
C18:2 t-9, c-12 0,13 0,004 2,92 
C18:2 c-9, c-12 9,46 0,17 1,82 
C18:3 t-9, t-12, t-15    
C20:0 0,33 0,004 1,29 
C18:3 t-9, t-12, c-15    
C18:3 t-9, c-12, t-15    
C18:3 c-9, t-12, t-15    
C18:3 c-6, c-9, c-12 0,02 0,02 66,8 
C18:3 c-9, c-12, t-15  0  
C18:3 c-9, t-12, c-15  0  
C18:3 t-9, c-12, c-15  0  
C18:3 c-9, c-12, c-15 0,63 0,01 1,75 
C20:1 0,14 0,003 2,17 
neznano 0,12 0,002 1,98 
C21:0    
C20:2    





MK  [%] SD [%] RSD [%] 
C20:3 n-6    
C20:3 n-3    
C22:1 n-9    
C20:4    
C23:0    
C22:2 n-6    
C20:5 n-3    
C24:0 0,08 0,002 2,91 
C24:1 n-9    
C22:6 n-3    
 
Določitev trans-maščobnih kislin z MAK174 priborom je zelo ponovljiva, saj relativni 
standardni odklon znaša 1,5 %. Tudi določitev celokupnih nasičenih, mononenasičenih 
in polinenasičenih maščobnih kislin ima zelo dobro ponovljivost (Tabela 10). 
 
Tabela 10: Določitev celokupnih nasičenih, mononenasičenih, polinenasičenih in trans 
maščobnih kislin za 4 paralelke analize francoskega rogljička 
MK  [%] SD [%] RSD [%] 
NMK 57,5 0,8 1,5 
MNMK 31,4 0,7 2,1 
PNMK 10,5 0,2 1,7 









V okviru diplomskega dela sem določala vsebnost maščobnih kislin v nekaterih 
pekovskih izdelkih s slovenskega in srbskega tržišča. Osredotočila sem se na vsebnosti 
nasičenih, mononenasičenih, polinenasičenih in trans-maščobnih kislin.  
Maščobne kisline v vzorcih sem določala s plinsko kromatografijo s plamensko-
ionizacijsko detekcijo. Za določanje maščobno-kislinske sestave z GC-FID analizo je 
potrebna derivatizacija maščobnih kislin v bolj hlapne metilne estre. Pred določanjem 
vsebnosti maščobnih kislin je bil potreben razvoj primerne kromatografske metode, ki 
bi razločevala med cis in trans maščobnimi kislinami. Optimalni kromatografski pogoji 
so: začetna temperatura 140 °C, segrevanje kolone s hitrostjo 8 °C/min do 145 °C. 
Temperatura je bila konstantna 1 min, nato je sledilo segrevanje s hitrostjo 4,5 °C/min. 
Po doseženi temperaturi 220 °C je ta ostala konstantna 8 min, nato pa je sledilo 
segrevanje do 240 °C s hitrostjo 10 °C/min. Temperatura 240 °C je ostala konstantna 
5,5 min. Pretok nosilnega plina (He) je znašal 1,2 mL/min. Kljub več poskusom nisem 
uspela ločiti med vseh cis/trans izomer MK, saj tega pri temperaturno programirani 
analizi v tako kompleksnih vzorcih nikoli ni možno izvesti v popolnosti. Tudi izotermna 
analiza ne da nujno popolne separacije. V začetku kromatografske analize lahko dobimo 
intenzivno prekrivanje vrhov, proti koncu pa prihaja do vse širših vrhov. V prihodnosti 
lahko pričakujemo še boljše kapilarne kolone za separacijo cis/trans MEMK. 
Primerjala sem dva načina ekstrakcije maščobe iz vzorcev: Weibull-Stoldt-ovo metodo 
in ekstrakcijo z ekstrakcijskim priborom MAK174. Weibull-Stoldt-ova metoda 
omogoča ekstrakcijo mnogo večjega deleža maščobe (tudi do 25 %), medtem ko z 
uporabo ekstrakcijskega pribora MAK174 ekstrahiramo največ okoli 10 % maščobe. 
Weibull-Stoldtova metoda je bolj agresivna, saj izvajamo kislinsko hidrolizo vzorca, 
zato se sprostijo tudi lipidi, vezani na ogljikove hidrate in proteine. Ekstrakcijski pribor 
MAK174 omogoča hitrejšo ekstrakcijo v nekaj minutah, vendar z manjšim izkoristkom. 
Po analizi standardnih raztopin MEMK sem določila faktorje odzivnosti in faktorje 
pretvorbe za vsak MEMK. Vzorcem sem določila maščobno-kislinsko sestavo s 
primerjavo retencijskih časov MEMK standardnih raztopin z retencijskimi časi iz 
analize vzorcev. Rezultati so podani po skupinah glede na nenasičenost. Vrhovi z 
neznano identiteto niso upoštevani v celoti. V primeru C18:1 sem določila zgolj 
cis/trans identiteto, ne pa tudi pozicije dvojne vezi. Zato bi potrebovala C18:1 cis/trans 
standardno mešanico MEMK ali sklopitev z masno spektrometrijo. Meritve vzorcev so 
pokazale, da se slovenski trg zelo dobro prilagaja smernicam za preprečevanje srčno-
žilnih obolenj. Analize vzorcev so namreč večinoma pokazale zelo nizke vsebnosti 
trans-maščobnih kislin v piškotih, rogljičkih, čipsu itd. že pred 1. aprilom 2019, ko je 
začel veljati Pravilnik o največji dovoljeni vsebnosti trans-maščobnih kislin v živilih, ki 





vsebnosti trans-maščobnih kislin zelo velike predvsem zaradi uporabe delno 
hidrogenirane rastlinske maščobe. 
Menim, da je bil namen diplomske naloge v veliki meri dosežen, kljub temu pa je še 
precej možnosti za izboljšave. Kromatografski pogoji so namreč nastavljeni tako, da 
dobro ločijo med izomeri C18:2 in C18:3, ne pa tudi med C18:1, kar se v 
kromatogramih vzorcev opazi kot intenzivno prekrivanje vrhov. V območju C18:3 pride 
do delnega sočasnega eluiranja zaradi velike strukturne podobnosti spojin. Teh 
maščobnih kislin je v pekovskih izdelkih izjemno malo, običajno so pod mejo zaznave. 
Metodo bi bilo smiselno korigirati za območje cis/trans izomer C18:1, ki so zelo 
pogoste v prehrambnih izdelkih. Kljub temu sem uspela identificirati nekatere C18:1 
izomere glede na meritve standardne raztopine cis/trans mešanice MEMK in podatkov 
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